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摘要: 【目的】开发外来入侵生物三裂叶豚草和豚草不同生育期、不同部位的环介导等温扩增( ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉ￣
ａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＬＡＭＰ)技术ꎬ以达到田间快速、准确和高效识别的目的ꎮ 【方法】以 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ⅰ为指示剂ꎬ分别针对三裂叶豚草和豚草不同发育阶段(幼苗期、生长期、种子期)开展 ＬＡＭＰ 技术

开发ꎮ 【结果】特异性验证结果显示ꎬ所检测杂草的 ＬＡＭＰ 产物均呈阳性(产生白色沉淀)ꎬ而与其对照的

其他 ２ 种杂草的 ＬＡＭＰ 产物均为阴性(无白色沉淀)ꎮ 灵敏度检测结果显示ꎬ该体系的 ＤＮＡ 最低检测限

为 １０－１０ ｎｇμＬ－１ꎬ比常规聚合酶链式反应灵敏度高ꎮ 【结论】本研究建立的 ＬＡＭＰ 检测体系能有效应用

于三裂叶豚草和豚草样本的快速检测ꎬ为其快速、高效识别提供技术支撑ꎮ
关键词: 三裂叶豚草ꎻ 豚草ꎻ 环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)ꎻ 快速检测技术
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　 　 豚草属 Ａｍｂｒｏｓｉａ Ｌ.系菊科向日葵族ꎬ起源于美

国西南部和墨西哥北部的索诺兰沙漠地区(曾珂等ꎬ
２０１０)ꎬ共有 ４１ 个种ꎬ其中入侵至中国的菊科豚草属

植物为三裂叶豚草 Ａｍｂｒｏｓｉａ ｔｒｉｆｉｄａ Ｌ.和豚草 Ａｍ￣
ｂｒｏｓｉａ ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａ Ｌ.ꎬ这 ２ 种杂草是入侵性恶性杂

草ꎬ也是世界上公认的有害植物ꎬ素有“植物杀手”之
称(万方浩等ꎬ２００５)ꎮ ２０ 世纪 ５０ 年代传入我国(李
素德等ꎬ１９９０)ꎬ随后沿交通线四处蔓延ꎬ目前在黑龙

江、辽宁、北京等多地均有发现(梁巧玲和路平ꎬ
２０１４)ꎮ ２０１０ 年ꎬ在新疆伊犁河谷首次发现豚草和三

生物安全学报 ２０２３ꎬ ３２(３): ２７７－２８１
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裂叶豚草ꎬ至 ２０１３ 年ꎬ两者其在当地的分布面积分别

达到 １０ 和 １５ ｈｍ２(董合干和宋占丽ꎬ２０１７)ꎮ
三裂叶豚草和豚草因繁殖力强、扩散速度快、竞

争力强ꎬ在生长过程中极易排斥其他植物ꎬ形成优势

群落ꎬ给新疆农牧业的健康发展造成严重危害ꎮ 它

们入侵草原ꎬ引起草原退化ꎬ造成草地服务能力下降

(梁巧玲和路平ꎬ２０１４)ꎻ花粉对人类健康也有危害

(王蕊等ꎬ２０１２ꎻ 谢俊芳等ꎬ２０１１)ꎬ严重者可致人过敏

甚至死亡(马丽娟等ꎬ２０２０)ꎮ 三裂叶豚草形态多变ꎬ
除正常的 ３~５ 掌状深裂叶类型外ꎬ还有叶不裂型、深
齿型和全裂叶型 ３ 种变型ꎬ从而造成识别困难(关广

清ꎬ１９９０)ꎮ 豚草在开花前常与大籽蒿 Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｓｉｅｖ￣
ｅｒｓｉａｎａ Ｅｈｒｈａｒｔ ｅｘ Ｗｉｌｌｄ. 、野艾蒿 Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｌａｖａｎｄｕｌｉ￣
ｆｏｌｉａ ＤＣ.、小花鬼针草 Ｂｉｄｅｎｓ ｐａｒｖｉｆｌｏｒａ Ｗｉｌｌｄ.等相混

淆(关广清ꎬ１９８５)ꎮ 三裂叶豚草和豚草在种子期、幼
苗期形态特征极为相似ꎬ难以辨识ꎬ故建立快速检测

技术对三裂叶豚草和豚草的准确识别至关重要ꎮ
Ｎｏｔｏｍｉ ｅｔ ａｌ. (２０００)研发了一种新型的核酸扩

增方法－环介导等温扩增( ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＬＡＭＰ)技术ꎬ该技术针对目的片段设

计 ４ 条引物(１ 对外引物:Ｆ３ 和 Ｂ３ꎬ１ 对内引物:ＦＩＰ
和 ＢＩＰ) ꎬ在链置换 ＤＮＡ 聚合酶作用下ꎬ将目的片

段在等温条件下进行扩增ꎬ其产物是众多大小不一

的 ＤＮＡ 片段的混合物ꎮ Ｎａｇａｍｉｎｅ ｅｔ ａｌ. (２００２)开
发出额外的一对引物ꎬ称之为环引物(ＬＦ 和 ＬＢ)ꎬ
能够提高 ＬＡＭＰ 反应的效率ꎮ 与常规的聚合酶链

式反应(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＰＣＲ)检测相比ꎬ
该技术具有操作简便、特异性高、灵敏度高、结果易

于观察判断等优势ꎬ也因此备受关注(董文敏等ꎬ
２０２０)ꎮ 在植物病原物与入侵害虫检测中ꎬ已有很

多应用该技术的报道ꎬ如麦根腐平脐蠕孢 Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ
ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ Ｓｈｏｅｍ(崔林开等ꎬ２０２２)、苹果轮纹病菌

Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ ｄｏｔｈｉｄｅａ(Ｍｏｕｇ) (汪少丽等ꎬ２０２０)、
油菜黑胫病菌 Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ ｂｉｇｌｏｂｏｓａ (杜然ꎬ２０１９)、
茶黄硬蓟马 Ｓｃｉｒｔｏｔｈｒｉｐｓ ｄｏｒｓａｌｉｓ Ｈｏｏｄ (黄丽莉等ꎬ
２０２１)、瓜实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｃｕｃｕｒｂｉｔａｅ Ｃｏｑｕｉｌｌｅｔｔ(钟勇

等ꎬ２０１９)、根结线虫 Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｐ. (吴文涛等ꎬ
２０１９)等ꎬ但目前有关该技术在植物检测上的研究

报道还较少ꎮ
鉴于此ꎬ本研究拟利用三裂叶豚草和豚草特异

性序列设计一套 ＬＡＭＰ 引物ꎬ并对反应条件和反应

体系进行优化ꎬ以建立三裂叶豚草和豚草的快速检

测技术ꎬ以期实现田间快速精准识别三裂叶豚草和

豚草并阻止其扩散ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试材料

主要实验材料:三裂叶豚草采自新疆维吾尔自

治区哈萨克自治州新源县铁热克阿吾孜村(８３°３７′
５０.４０″Ｅꎬ４３°５２′１５.４０″Ｎꎬ海拔 ８１７.９ ｍ)ꎬ豚草采自

新疆维吾尔自治区哈萨克自治州新源县 １０９ 乡道

(８３°２１′７７.９１″Ｅꎬ４３°４３′６７.７０″Ｎꎬ海拔 ８７４.７ ｍ)ꎮ 对

照材料艾草 Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ Ｈ.采自新疆维吾尔自治

区乌鲁木齐市新疆农业科学院综合试验场(８７°４８′
３１.７３″Ｅꎬ ４３°９５′７８.８３″Ｎꎬ海拔 ８７４.７ ｍ)ꎮ

主要实验试剂:ＤＮＡ 裂解液购自宝日医生物技

术( 北 京 ) 有 限 公 司ꎬ Ｂｓｔ ＩＩ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ８
ＵμＬ－１ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ￣ｆｒｅｅ、 １０ × Ｂｓｔ Ｂｕｆｆｅｒ ( 含 ８
ｍｍｏｌＬ－１ＭｇＳＯ４)、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ(１０ ｍｍｏｌＬ－１ ｅａｃｈ)
和核酸染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 均购自上海翊圣生物科

技有限公司等ꎮ
１.２　 基因组 ＤＮＡ 的提取

使用 ＴａＫａＲａ 的 ＤＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ 提取试剂ꎬ实
验步骤参考试剂说明( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｔａｋａｒａｂｉｏｍｅｄ.
ｃｏｍ.ｃｎ∕)ꎮ
１.３　 ＬＡＭＰ 引物设计与合成

在 Ｂｏｌｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ ｖ４ 网站( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｂｏｌｄｓｙｓ￣
ｔｅｍｓ.ｏｒｇ∕ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ∕Ｐｕｂｌｉｃ＿ＳｅａｒｃｈＴｅｒｍｓ)上获得三裂

叶豚草和豚草的基因序列ꎮ 其中ꎬ三裂叶豚草 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ:ｒｂｃＬａ:４９１ꎻ豚草 ＧｅｎＢａｎｋ:ＭＨ５１７６９８ꎮ 选用

ＮＥＢＬＡＭＰ (ｈｔｔｐｓ:∥ｌａｍｐ. ｎｅｂ. ｃｏｍ∕＃! ∕)在线设计

引物ꎬ设计 ３ 套引物同时选取其中 １ 套进行引物合

成ꎬ引物信息见表 １ꎮ 序列在金斯瑞生物科技有限

公司进行合成ꎮ
１.４　 ＬＡＭＰ 反应体系

ＬＡＭＰ 反应体系:２. ５ μＬ １０ ×Ｂｓｔ Ｂｕｆｆｅｒ (含 ８
ｍｍｏｌＬ－１ＭｇＳＯ４)ꎬ３.５ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ(１０ ｍｍｏｌＬ－１

ｅａｃｈ)ꎬ１ μＬ ＢｓｔⅡＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ８ ＵμＬ－１Ｇｌｙｃｅｒｏｌ￣
ｆｒｅｅꎬ２.５ μＬ １０×Ｐｒｉｍｅｒｓ (１０ μｍｏｌＬ－１ＧＦ￣ＦＩＰ 和 ＧＦ￣
ＢＩＰ 各 ４ μＬꎬ２ μｍｏｌＬ－１ＧＦ￣Ｆ３ 和 ＧＦ￣Ｂ３ 各 ０.５ μＬꎬ
４ μｍｏｌＬ－１Ｌｏｏｐ Ｆ / Ｂ ｅａｃｈ 各 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １４ μＬ)和
１ μＬ 模板 ＤＮＡꎬ最后加入灭菌超纯水至 ２５ μＬꎮ 上

述试剂混均匀后ꎬ放置于恒温 ５５~６５ ℃水浴锅中反

应 ６０ ｍｉｎꎬ８０ ℃灭活 ５ ｍｉｎꎬ筛选出最佳反应时间ꎮ
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表 １　 用于 ＬＡＭＰ 检测的引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＬＡＭＰ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 引物组 Ｐｒｉｍｅｒ ｇｒｏｕｐ 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 (５′－３′) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ (５′－３′)

三裂叶豚草 Ａ. ｔｒｉｆｉｄａ Ａｔｒ￣１ 　 Ｆ３ ＡＣＴＡＡＣＡＴＧＴＴＴＡＣＴＴＣＣＡＴＴＧＴ
　 Ｂ３ ＣＣＡＡＴＴＴＡＧＧＴＴＴＡＡＴＡＧＴＡＣＡＴＣＣ
　 ＦＩＰ ＣＧＧＧＡＴＴＣＧＣＡＡＡＴＣＴＴＣＣＡＧＡＧＧＴＡＡＴＧＴＡＴＴＴＧＧＧＴＴＣＡＡＡＧ
　 ＢＩＰ ＧＣＧＴＡＴＧＴＴＡＡＡＡＣＴＴＴＣＧＡＣＧＧＴＣＡＡＣＡＧＧＧＧＡＣＧＡＣＣＡＴＡ
　 ＬＦ ＡＣＧＴＡＧＡＧＣＡＣＧＣＡＧＧＧ
　 ＬＢ ＣＣＧＣＣＴＣＡＣＧＧＴＡＴＣＣＡ

豚草 Ａ. ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａ Ａａｒ￣１ 　 Ｆ３ ＡＡＧＧＡＴＡＣＴＧＡＴＡＴＣＴＴＧＧＣＡ
　 Ｂ３ ＴＧＧＧＴＡＡＧＣＴＡＣＡＴＡＡＧＣＡＡＴＡ
　 ＦＩＰ ＴＡＧＡＡＧＡＴＴＣＧＧＣＡＧＣＴＡＣＴＧＣＴＴＣＧＡＧＴＡＡＣＴＣＣＴＣＡＡＣＣ
　 ＢＩＰ ＴＡＣＡＴＧＧＡＣＡＡＣＴＧＴＡＴＧＧＡＣＣＧＣＡＧＧＡＡＣＡＧＧＣＴＣＡＡＧＴＣ
　 ＬＦ ＴＴＣＴＴＣＡＧＧＣＧＧＡＡＣＴＣＣＡ
　 ＬＢ ＣＣＴＴＧＡＴＣＧＴＴＡＣＡＡＡＧＧＣＣ

１.５　 ＬＡＭＰ 特异性检测

针对三裂叶豚草和豚草的不同发育阶段(幼苗

期、生长期、种子期)ꎬ通过提取基因组 ＤＮＡꎬ进行扩

增反应ꎮ 使用焦磷酸酶沉淀－比浊法ꎬ开展 ＬＡＭＰ 检

测技术的开发ꎮ 以清水和艾草为对照ꎬ如产生沉淀

则为阳性ꎬ如未产生沉淀则为阴性(林瑶等ꎬ２０１４)ꎮ
１.６　 ＬＡＭＰ 灵敏度检测

选用特异性检测结果最稳定的叶片作为灵敏

度检测对象ꎮ 提取浓度为 １２７.５ ｎｇμＬ－１ꎬ然后用

无菌水进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ使其终浓度分别为

１００、１０、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８、
１０－９、１０－１０、１０－１１ｎｇμＬ－１ꎬ最终使用不同浓度作为

模板进行 ＬＡＭＰ 反应ꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 为空白对照ꎮ 反应

结束后加入 １ μＬ 核酸染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉꎬ若其结

果为阳性ꎬ则为明显的绿色荧光ꎬ而阴性结果则为

橙色ꎬ并以此检测 ＬＡＭＰ 技术的灵敏度ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ＬＡＭＰ 反应体系的建立

ＬＡＭＰ 引物最佳反应温度为 ６５ ℃ꎮ 用于检测三

裂叶豚草和豚草的 ＬＡＭＰ 最佳反应体系: ２.５ μＬ １０×
Ｂｓｔ Ｂｕｆｆｅｒ(含 ８ ｍｍｏｌＬ－１ＭｇＳＯ４)ꎬ３.５ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ
(１０ ｍｍｏｌＬ－１ ｅａｃｈ)ꎬ１ μＬ ＢｓｔⅡＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ８
ＵμＬ－１ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ￣ｆｒｅｅꎬ ２. ５ μＬ １０ × Ｐｒｉｍｅｒｓ ( １６
μｍｏｌＬ－１ ＧＦ￣ＦＩＰ 和 ＧＦ￣ＢＩＰ 各 ４ μＬꎬ２ μｍｏｌＬ－１

ＧＦ￣Ｆ３ 和 ＧＦ￣Ｂ３ 各 ０.５ μＬꎬ ４ μｍｏｌＬ－１ Ｌｏｏｐ Ｆ / Ｂ
ｅａｃｈ 各 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １４ μＬ)和 １ μＬ 模板 ＤＮＡꎬ最后

灭菌超纯水补足 ２５ μＬꎮ 反应程序:在 ６５ ℃恒温水

浴锅中温育 １ ｈꎬ８０ ℃变性 ５ ｍｉｎꎬ使 Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶

失活ꎮ 最后加入核酸染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉꎬ结果出现

明显的绿色荧光为阳性ꎬ出现橙色则为阴性ꎮ
２.２　 三裂叶豚草和豚草 ＬＡＭＰ 特异性检测

使用本研究设计的三裂叶豚草 ＬＡＭＰ 引物 Ａｔｒ￣
１ (ＧＦ￣ＦＩＰ、ＧＦ￣ＢＩＰ、ＧＦ￣Ｆ３、ＧＦ￣Ｂ３、ＧＦ￣ＬＢ、ＧＦ￣ＬＦ)ꎬ
以豚草和艾草对照ꎬ对三裂叶豚草幼苗期、生长期、
种子期进行 ＬＡＭＰ 扩增ꎬ结果(图 １)显示ꎬ只有三裂

叶豚草产生白色沉淀ꎬ有阳性反应ꎬ豚草和艾草对照

均无产生白色沉淀ꎬ为阴性反应ꎮ

图 １　 三裂叶豚草 ＬＡＭＰ 特异性检测
Ｆｉｇ.１　 ＬＡＭＰ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａ. ｔｒｉｆｉｄａ
Ａ:种子期ꎻＢ:幼苗期ꎻＣ:生长期ꎻ１~２:ｄｄＨ２Ｏꎻ

３~４:三裂叶豚草ꎻ５~６:豚草ꎻ７~８:艾草ꎮ
Ａ: Ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ Ｂ: Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｃ: Ｇｒｏｗｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄꎻ １－２: ｄｄＨ２Ｏꎻ

３－４: Ａ. ｔｒｉｆｉｄａꎻ ５－６: Ａ. ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａꎻ ７－８: Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ.

使用本研究设计的豚草 ＬＡＭＰ 引物 Ａａｒ￣１
(ＧＦ￣ＦＩＰ、ＧＦ￣ＢＩＰ、ＧＦ￣Ｆ３、ＧＦ￣Ｂ３、ＧＦ￣ＬＢ、ＧＦ￣ＬＦ)ꎬ
以三裂叶豚草和艾草为对照ꎬ对豚草幼苗期、生长

期、种子期进行 ＬＡＭＰ 扩增ꎬ结果(图 ２)显示ꎬ只有

豚草产生白色沉淀ꎬ有阳性反应ꎬ三裂叶豚草、艾草

对照均无产生白色沉淀ꎬ为阴性反应ꎮ 以上结果说

明ꎬ该 ＬＡＭＰ 引物具有较强的特异性ꎮ
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图 ２　 豚草 ＬＡＭＰ 特异性检测
Ｆｉｇ.２　 ＬＡＭＰ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａ. ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａ

Ａ:种子期ꎻＢ:幼苗期ꎻＣ:生长期ꎻ１~２:ｄｄＨ２Ｏꎻ
３~４:豚草ꎻ５~６:三裂叶豚草ꎻ７~８:艾草ꎮ

Ａ: Ｓｅｅｄ ｓｔａｇｅꎻ Ｂ: Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｃ: Ｇｒｏｗｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄꎻ １－２: ｄｄＨ２Ｏꎻ
３－４: Ａ. ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａꎻ ５－６: Ａ. ｔｒｉｆｉｄａꎻ ７－８: Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ.

２.３　 三裂叶豚草 ＬＡＭＰ 灵敏度检测

因三裂叶豚草和豚草基因组 ＤＮＡ 提取方法与

灵敏度检测方法一样ꎬ故本研究只进行三裂叶豚草

实验验证ꎮ 提取三裂叶豚草基因组 ＤＮＡꎬ紫外分光

光度计测量提取的基因组 ＤＮＡ 浓度为 １２７. ５
ｎｇμＬ－１ꎬ将 ＤＮＡ 浓度调整为 １００ ｎｇμＬ－１ꎬ进行

１０ 倍梯度稀释为模板进行 ＬＡＭＰ 扩增ꎬ验证 ＬＡＭＰ
体系的灵敏度ꎮ 从 ＬＡＭＰ 反应结果(图 ３) 可以看

出ꎬＤＮＡ 浓度为 １０－１０ ｎｇμＬ－１ 以下的实验组反应

液呈浅橘色ꎬＤＮＡ 浓度为 １０－１０ ｎｇμＬ－１及以上的

实验组反应液颜色为荧光绿ꎬ表明 ＬＡＭＰ 引物最低

限度为 １０－１０ ｎｇμＬ－１ꎮ

图 ３　 三裂叶豚草 ＬＡＭＰ 灵敏度检测
Ｆｉｇ.３　 ＬＡＭＰ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａ. ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ

１:空白对照ꎻ２~１４:分别为 ＤＮＡ 浓度 １００、１０、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８、１０－９、１０－１０和 １０－１１ ｎｇμＬ－１ꎮ
１: Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２－１４: ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ １００ꎬ １０ꎬ １０－１ꎬ １０－２ꎬ １０－３ꎬ １０－４ꎬ １０－５ꎬ １０－６ꎬ １０－７ꎬ １０－８ꎬ

１０－９ꎬ １０－１０ ａｎｄ １０－１１ ｎｇμＬ－１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨论与结论
ＬＡＭＰ 检测方法具有操作快速简便、特异性

强、灵敏度高、检测成本低等优点ꎬ该技术已广泛运

用于植保等领域ꎮ 国外学者最初通过 ＬＡＭＰ 检测

番茄花叶病毒病(Ｓｈｉｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎻ彭军等(２０１３)
建立的柑桔黄龙病 ＬＡＭＰ 技术可以检测到最低下

限约为 １ ｐｇμＬ－１质粒 ＤＮＡꎬ是 ＰＣＲ 检测灵敏度

的 １００ 倍ꎻ王贤达等(２０１４)利用 ＬＡＭＰ 技术检测柑

橘黄龙病病原菌ꎬ检测灵敏度达 １０－６ ｎｇμＬ－１ꎬ是
普通 ＰＣＲ 的 １０００ 倍ꎬ为柑橘黄龙病早期诊断提供

了快速检测的方法ꎻ钟勇等(２０１９)建立的瓜实蝇快

速可视化分子检测方法可检测到 １.６５ ｎｇμＬ－１的

ＤＮＡ 模板ꎬ能够将瓜实蝇与其近似种进行区分ꎮ
本研究通过三裂叶豚草和豚草的 ＤＮＡ 序列

区间设计了 ３ 组引物ꎬ并从中筛选获得 １ 组引物ꎬ
通过优化反应体系的温度以及时间ꎬ建立了高效

检测三裂叶豚草和豚草的 ＬＡＭＰ 技术体系ꎮ 通过

对前期优化后的反应体系与反应条件进行验证ꎬ
该 ＬＡＭＰ 体系仅对三裂叶豚草和豚草的特异性检

测结果呈阳性ꎬ且灵敏度结果中最低检测限为

１０－１０ ｎｇμＬ－１ꎬ优于常规 ＰＣＲ 的检测结果ꎻ此外ꎬ

ＬＡＭＰ 快速检测技术在反应时间方面具有较大优

势ꎬ常规 ＰＣＲ 对目标 ＤＮＡ 片段的检测需要花费 ２
~ ４ ｈꎬＬＡＭＰ 体系反应时间仅需 １ ｈꎬ且设备成本

较低ꎮ 但是本实验所使用的商品裂解液与 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ荧光染料成本较高ꎬ对引物设计的要求比

较高且 ＬＡＭＰ 产物不能进行后续实验(秦文韬等ꎬ
２０１３)ꎮ

尽管 ＬＡＭＰ 技术还存在一些缺点和不足ꎬ但
随着 ＬＡＭＰ 技术的日益完善和发展ꎬ加上 ＬＡＭＰ
所需仪器设备价格极低、扩增快速高效、适合各种

环境下的快速检测、实用性强等优点ꎬＬＡＭＰ 有望

成为检测入侵性杂草的常用工具ꎬ并将在入侵性

杂草的分子检测和诊断中发挥更大的作用ꎮ 后续

应开展三裂叶豚草和豚草 ＤＮＡ 快速提取方法的

建立与优化研究ꎬ并与本研究的 ＬＡＭＰ 检测体系

相结合ꎬ提高其检测能力ꎬ从而实现检测体系的高

效、便捷ꎬ以达到从入侵种子源头控制的目的ꎬ这
不仅可以为识别鉴定外来入侵性杂草三裂叶豚草

和豚草提供技术支撑ꎬ还能为三裂叶豚草和豚草

的绿色防控提供参考(胡章薇等 ２０２１ꎻ 朱志伟和

赵金红ꎬ２０２０)ꎮ
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